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摘要 
二噁英是一类常见的持久性有机污染物，广泛存在于环境中。毒性作用剂量
极低并且易于在生物体内富集，对环境和人体健康都具有很大的危害。环境中的
二噁英组分复杂，对分析技术的特异性和灵敏度要求都非常高。 
国际上公认的检测二噁英的 HRGC/HRMS 标准方法需要复杂的前处理，且
费用昂贵，而应用生物检测手段检测二噁英类污染物也有很大的优势。本研究主
要利用二噁英类化合物进入生物体内后，作为芳香烃受体（Ary hydrocarbon 
receptor，AhR）的配体，促进 AhR 入核与 CYP1A 基因上游启动子区域的二噁
英物质响应元件（dioxin-responsive element，DRE）结合，从而诱导其表达这一
毒性机制，将多个 DRE 融合进 CYP1A 的启动子中，构建了一种受 DRE 调控，
以萤火虫荧光素酶为报告基因的表达质粒，并稳定转染到 HepG2 细胞中。通过
检测萤火虫荧光素酶的表达水平即可获知二噁英类物质的含量。以 TCDD 作为
二噁英类化合物的典型代表，发现该方法检测二噁英具有较宽的线性范围, 其线
性范围为 0.5ng/L 到 100ng/L （R2=0.96375）;检测限为 0.5ng/L，EC50 为 1ng/L。
目前商品化的 CALUX 生物法检测二噁英的检测限为 0.77ng/L，线性范围为
0.77ng／L－32.2ng／L，EC50 为 6.4ng／L，并且 CALUX 都是利用 MMTV 启动
子，会受到雌激素类物质的影响。因此我们的方法在特异性与灵敏度上都优于
CALUX 方法，并且线性范围更宽。 
我们还利用该方法检测了 48 种新型农药与除草剂，发现其中大部分都能引
起萤火虫荧光蛋白酶的表达，说明其有可能对细胞产生类似二噁英类化合物的毒
性效应。噻唑菌胺，种菌唑，啶酰菌胺，双氯氰菌胺，苯磺菌胺，嘧菌胺等 6 种
化合物对萤火虫荧光蛋白酶的诱导呈现剂量依赖性，表明它们很可能是 AhR 的
配体。 
综上所述，本研究结果表明，我们构建的检测二噁英的细胞系能够简单，快
速，经济的检测二噁英，并且对验证其他物质是否具有二噁英类化合物的毒性效
应有一定的意义。 
 
关键字：二噁英；报告基因；芳香烃受体；2,3,7,8-TCDD；农药 
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Abstract 
Dioxin is well known as a persistent organic pollutants(pollutants 
(POPs),they, they are widely present in the environment. They have very 
high toxicity and easy to accumμlate in vivo. Dioxins on the environment 
and human health are of great harm. The component of Dioxins in the 
environment is very complex and technical analysis of specificity and 
sensitivity requirements are very high.  
Internationally recognized detection of dioxin HRGC / HRMS 
standard method requires a complicated pre-processing, and expensive, 
while the application of biological detection means for detecting dioxin 
contamination is also a great advantage. Exposure to dioxins, such as 
2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD), produces a wide variety of 
species- and tissue-specific toxic and biological effects. Many of these 
responses are mediated by the Ah receptor (AhR) and are modμlated by 
the interaction of the Dioxins-AhR complex with its DNA recognition 
sequence (the dioxin-responsive element (DRE)). We tandem copies of the 
dioxin-responsive element (DRE) fused to a cyp1a promoter were 
subcloned into an expression plasmid upstream of a luciferase gene. Stable 
transfection of this vector into HepG2 cell lines has produced a series of 
species-specific cell bioassay systems that respond to TCDD-like 
chemicals with the induction of luciferase in a dose-dependent manner. By 
detecting the level of expression of firefly luciferase can be informed of 
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the content of dioxins. This method has a wide linear range, from0.5ng / L 
to100ng/ L（ R2＝0.96375）; the detection limit is 0.5ng/ L, and EC50 is 
1ng / L. Very broad application CALUX detected dioxin detection limit of 
0.77ng / L, the linear range of 0.77ng / L-32.2ng / L, EC50 is 6.4ng / L. 
CALUX will be affected by estrogen-like substances. So our approach on 
the specificity and sensitivity of the method is superior to CALUX and 
wider linear range. 
 
We also use this method to detected 48 kinds of pesticides and 
herbicides using this method, we and found that most of them can cause 
the expression of firefly luciferase protease, indicating that they may 
produce cell toxic associated with AhR. Penthiopyrad, Ipconazole, 
Boscalid, Diclocymet, Flusμlfamide, Mepanipyrimare are dose-dependent 
manner. It represents that they are likely to AhR ligands. 
In summary, the resμlts of this study showed that the establishment of 
cell lines can be simple, fast and economical detection of dioxins. 
 
Keywords: Dioxins;Report gene;AhR;2,3,7,8-TCDD;Pesticides  
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第一章 前言 
二噁英（Dioxins）是一类持久存在于环境中的污染物，毒性作用剂量极低并
且 易 于 在 生 物 体 内 富 集 [1] 。 二 噁 英 被 世 界 卫 生 组 织 （ World Health 
Organization ,WHO）列为 12 类最严重的持久性有机污染物（persisted organic 
pollutants，POPs）之一，同时也是 I 类致癌物。 
1.1 二噁英的理化性质与毒性 
二噁英是两类三环芳香族有机化合物的统称，包括多氯代二苯并-对-二噁英
(Polychlorinated  diben-p-dioxins，PCDDs)和多氯代二苯并呋喃(Polychlorinated 
dibenzofurans，PCDFs)[2]，统称为 PCDD/Fs。所有的二噁英都具有芳香烃，形成
了一个共平面的结构。如图 1-1 所示，二噁英的分子结构是由 2 个或者 1 个氧键
连接 2 个苯环构成的三环化合物，而且每个苯环上面可以取代 1-4 个氯原子，根
据取代的位置不同，PCDDs 可以有 75 种异构体，PCDFs 有 135 种异构体，一共
有 210 种 异 构 体 。 二 噁 英 的 类 似 物 包 括 209 种 共 平 面 多 氯 联 苯
（Polychlorodiphenyls,PCBs），多溴代二苯并呋喃（Dibenzofurans ,PBDFs），多
溴联苯（Polybrominated biphenyls ,PBBs）及其混合卤代混合物。如表 1-1 所示，
列出了 PCDDs，PCDFs 和 PCBs 的同系物以及异构体的数目。 
 
 
图 1-1 二噁英的结构式 
Fig 1-1 the Structure of Doxins 
 
表 1-1 PCDDs,PCDFs 和 PCBs 的同系物和异构体 
Table 1-1 Homologes and congeners of PCDDs，PCDFs and PCBs 
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二噁英的分子量在 300 左右，物理性质相近，常温下为固态晶体。二噁英无
色无味，具有相对稳定的芳香环和极强的亲脂性。因其具有低挥发性和极低的蒸
汽压，在大气中分布的极少，而在地面可以持续存在。二噁英难溶于水，在强酸，
强碱及氧化剂中仍能稳定存在，可溶于大部分有机溶剂。微生物降解，水解与光
解作用对其影响很小，高温下仍能很稳定，750℃以上才会分解，超过 1000℃才
能大量破坏[3]。二噁英中毒性最强的是 2，3，7，8-四氯代二苯并-对-二噁英（2,3,7,8-
TCDD），也是目前研究最多的二噁英物质[4]。2,3,7,8-TCDD 的分子量为 321.96，
熔点为 302~305℃，800℃时 21s 完全分解[5]。 
1988 年，北大西洋公约组织(North Atlantic Treaty Organization,简称 NATO)
以 2,3,7,8-TCDD 为基准，规定了 17 种有毒异构体的国际毒性当量因子
(International Toxic Equivalence Factor，简称 I-TEF)。通过计算 17 种毒异构体浓
度与对应 I-TEFs 乘积的加和，可以评价研究对象总体的毒性(International Toxic 
Equivalence Quantity，简称 I-TEQ)。1997，世界卫生组织(World Health Organization，
简称 WHO)针对不同生物体(人类/哺乳动物、鱼类和鸟类)提出了与 I-TEF 和 I-
TEQ 类 似 的 WHO-TEF(International Toxic Equivalence Factor) 和 WHQ-
TEF(International Toxic Equivalence Quantity)的概念，该目标化合物除了 17 种二
恶英有毒异构体之外，还包括 12 种共平面的 PCBs[6]。如表 1-2 所示，2005 年
WHO 对 TEF 进行了更新[7]。 
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表 1-2 1998 年和 2005 年 TEF 值 
Table 1-2 Summary of WHO 1998 and WHO 2005 TEF Values 
异构体 WHO 1998 TEF WHO 2005 TEF 
Chlorinated dibenzo-p-dioxins   
2,3,7,8-TCDD 1 1 
1,2,3,7,8-PeCDD 1 1 
1,2,3,4,7,8-HxCDD 1 0.1 
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0.1 0.1 
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0.1 0.1 
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0.01 0.01 
OCDD 0.0001 0.0003 
Chlorinated dibenzofurans   
2,3,7,8-TCDF 0.1 0.1 
1,2,3,7,8-PeCDF 0.05 0.03 
2,3,4,7,8-PeCDF 0.5 0.3 
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0.1 0.1 
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0.1 0.1 
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0.1 0.1 
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0.1 0.1 
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0.01 0.01 
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0.01 0.01 
OCDF 0.0001 0.0003 
Non-ortho–substituted PCBs   
3,3’,4,4’-tetraCB (PCB 77) 0.0001 0.0001 
3,4,4’,5-tetraCB (PCB 81) 0.0001 0.0003 
3,3’,4,4’,5-pentaCB (PCB 126) 0.1 0.1 
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3,3’,4,4’,5,5’-hexaCB (PCB 
169) 
0.01 0.03 
Mono-ortho–substituted PCBs   
2,3,3’,4,4’-pentaCB (PCB 105) 0.0001 0.00003 
2,3,4,4’,5-pentaCB (PCB 114) 0.0005 0.00003 
2,3’,4,4’,5-pentaCB (PCB 118) 0.0001 0.00003 
2’,3,4,4’,5-pentaCB (PCB 123) 0.0001 0.00003 
2,3,3’,4,4’,5-hexaCB (PCB 156) 0.0005 0.00003 
2,3,3’,4,4’,5’-hexaCB (PCB 
157) 
0.0005 0.00003 
2,3’,4,4’,5,5’-hexaCB (PCB 
167) 
0.00001 0.00003 
2,3,3‘,4,4’,5,5‘-heptaCB 
(PCB 189) 
0.0001 0.00003 
 
TEQ 的计算公式是：ܶ ܧܳ = ∑ሺCi × TEFiሻ，由此可以看出，TEQ 的值表示各
个异构体浓度与其相对应的 TEF 值乘积的累加。因此 TEF 方法的一个主要应用
是将分析的数据转化为毒性当量表示形式,即一个样本的毒性当量等于各个同系
物浓度与其 TEF 值乘积的总和。 
TEF 方法可以预测 PCDD 和 PCDF 混合物的毒性大小。Eadon 等测试了含
PCDD、PCDF 同系物混合样本的毒性[8]。将该方法所得的烟灰提取物的分析数据
以 TEF 转化为 TEQ 的形式,得到 PCDD、PCDF 的 TEQ 分别为 0.82 和 14.55ppm。
然后将提取物和 2,3,7,8-TCDD 对豚鼠的毒性作比较。体内研究结果表明毒性效
应 ED50平均值为 12.5ppm。用 TEF 方法把分析数据转化出的 TEQ 值为 15.37ppm,
与豚鼠体内研究所得非常接近。这说明了 TEF 方法可应用与 PCDD/PCDF 的危
害和风险评估。 
但是利用 TEF 表示混合物中二恶英的毒性和浓度有其缺点。如 PCB 会作为
2,3,7,8-TCDD 的拮抗物[9]，如果 PCB 浓度大于 PCDD 超过 100 倍时，用 TEF 方
法得到的 TEQ 值会比实际值显著偏高[10, 11]。 
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另外还一个缺点是 TEF 表示方法不能解决那些不通过 AHR 产生毒性效应
的化合物。 
1.2 二噁英的主要来源及污染 
环境中的二噁英来源主要包括自然和人为来源两大类。自然来源主要包括光
化学作用，森林火灾和火山喷发等[12, 13]；人为来源主要包括造纸，焚化，农药，
尾气排放，含 PVC 塑料的生产和使用，含氯及二噁英制品的回收利用等[14]。二
噁英的形成是一个普遍的化学过程，虽然各国学者对其产生的机理展开了各种深
入的研究，但是至今仍未能彻底理解其产生的机理[15]。 
二噁英在环境中广泛存在，包括水体，沉积物，食物尤其是奶制品，肉类，
鱼类。虽然二噁英可以通过呼吸道或者皮肤进入人体，但是绝大部分二噁英类物
质是通过消化道进入人体。人类主要是因为二噁英在食物链的富集作用而暴露在
二噁英中。通过食物链的传递，二噁英会在生物体内高度富集，从而造成对环境
与人体的危害[16]。二噁英在水体环境中的绝对值一般都不会很高，但由于二噁英
具有极强的稳定性和脂溶性，通过生物摄食，表面吸附等途径进入的水生生物体
内后，可在其脂肪、肝脏等组织器官中累积，达到中毒浓度[17]。 
1.3 二噁英的毒性机制 
二噁英毒性作用分子机制的研究已经进行了二十多年，但是到目前为止还不
是十分清楚。二噁英及其类似物对生物体的毒性作用主要是通过激活芳香烃受体
（Aromatic hydrocarbon receptor，AHR）转录激活下游基因表达来介导[18-21]。 
AhR 是一个螺旋-环-螺旋(basic-helix-loop-helix, bHLH)转录因子家族的成员
并且具有 Per-Arnt-Sim 结构域(Per-Arnt-Sim homology domain,PAS)的蛋白质[22],
属于 bHLH 超家族。如图 1-2 所示，人源 AhR 是由 848 个氨基酸残基组成的，
从 N 末端到 C 末端可分为三个功能结构域：bHLH 域、PAS 域和转录激活域
(transactivation domain,TAD)[23]。不同物种之间 bHLH 域和 PAS 域的氨基酸序列
是高度保守的。bHLH 域分又分为 HLH 域和碱性域，碱性域决定蛋白质与 DNA
的结合，另外 HLH 域介导 AhR 与其他蛋白质的二聚化，决定二聚化蛋白的特异
性[24]。PAS 域包括两个疏水的重复序列 A 和 B，主要作用是增加 AhR 与芳香烃
受体核转录因子(ah receptor nucleartranslocator protein,ARNT)形成异二聚体的稳
定性，同时参与结合配体并引起热休克蛋白 90(Hsp90)的释放，作为AhR和ARNT
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二聚化界面，也会影响 DNA 的构象。TAD 域主要介导 AhR 对下游基因的转录
激活。 
 
 
图 1-2 人源 AhR 和 ARNT 结构图 
Fig 1-2 The structure of human AhR and ARNT 
 
在没有配体诱导的情况下，AHR 一般都位于细胞质中，与热激蛋白 90（heat 
shock protein 90, HSP90）二聚体以及乙型肝炎病毒 X 蛋白结合蛋白 2 (hepatitis 
B virus X protein-associated protein 2, XAP2)结合，形成一种四聚体的复合物[25, 26]。
此时，该复合物是处于一种非活化，并可以与配体相结合的状态。HsP90 的作用
是稳定 AhR 构象与抑制 AhR 与 ARNT 相结合。而 XAP2 的作用是抑制 AhR 的
泛素化降解，增强 AhR 的转录活性。除此以外，存在 p23 的情况下，会增强 AhR
的稳定性，并且促进细胞色素 P4501A1（CYP1A1），细胞色素 P4501A2（CYP1A2）
基因的转录[27]。 
AhR 信号通路中的基因比如 AhR，AHRR，CYP1A 在很多水生动物的组织
中都有被发现，包括斑马鱼，金鱼，青鱂，虹鳟鱼等。目前很多研究都发现了 AhR
诱导 CYP1A 的表达机制。如图 1-3 所示，当配体进入细胞膜，例如 2,3,7,8-
TCDD,AhR 与 2,3,7,8-TCDD 结合后，与 HSP90，XAP2 解离，AhR N 末端的核
输出信号(nuclear localization signal, NLS) 此时暴露出来，转运进入细胞核后，与
细胞核中的 ARNT 结合形成二聚体，最后结合到靶基因的 DNA 启动子上的生物
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
 
Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and 
Dissertations Database”.  
Fulltexts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on 
http://etd.calis.edu.cn/ and submit requests online, or consult the interlibrary 
loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn 
for delivery details. 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
